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Dandanes je večina ljudi zaradi hitrega tempa življenja izpostavljena stresu. Ko smo pod 
stresom, se v našem telesu poveča tvorba prostih radikalov, k čemur pa pripomorejo tudi 
drugi dejavniki, na primer uživanje alkohola ter mastne, težke, zapečene hrane, kajenje, 
sevanje in  izpostavljenost nekaterim kemikalijam (Kreft in sod., 2000). 
 
Zanimanje potrošnikov za čim bolj naravne živilske izdelke, ki ne vsebujejo sintetičnih 
antioksidantov in ostalih aditivov, se povečuje. Čedalje več potrošnikov je osveščenih in jih 
zanima, kaj vnesejo v svoje telo. V živilskih izdelkih so naravno prisotni antioksidanti 
zaželeni, saj kontrolirajo razvoj žarkosti, zavirajo nastanek toksičnih oksidacijskih produktov, 
vzdržujejo kvaliteto izdelka in podaljšujejo življenjsko dobo produkta, ko je ta v skladišču ali 
na policah v trgovini (Murkovic, 2003).  
 
Antioksidanti morajo biti za uporabo v živilih poceni, učinkoviti v majhnih koncentracijah, 
dobro topni, brez okusa, vonja in barve, visoko stabilni, zmožni ohranjanja svojih lastnosti 
med predelavo in ne smejo biti toksični (Kiokias in sod., 2008). 
 
Žita sestavljajo velik in pomemben del našega jedilnika. Botanično jih uvrščamo v družino 
trav. Imajo bogato kemijsko strukturo, njihova predelava in skladiščenje pa sta dokaj 
enostavna, zato so pomembna za prehrano ljudi in krmo živali. V prehrani se največ 
uporabljajo pšenica, riž, ječmen, oves, rž, koruza in tudi ajda, ki jo uvrščamo med psevdožita 
(Koehler in Wieser, 2013). Uživanje polnozrnatih živil naj bi dokazano zmanjševalo tveganje 
za razvoj mnogih kroničnih bolezni (npr. diabetesa, srčno-žilnih obolenj in nekaterih vrst 
raka) (Anderson, 2003; Jacobs in sod., 1998a, 1998b; Liu in sod., 2000; Montonen in sod., 
2003). 
 
Ljudje že tisočletja zrna pred zaužitjem namakamo v vodo in kalimo za izboljšanje 
tehnoloških in prehranskih lastnosti. Kaljenje spremeni videz, okus in aromo ter biološko 
vrednost zrna. Izdelke lahko uživamo v obliki kalčkov ali pa predelane (npr. sušene ali 
pražene). Posebna oblika omejenega kaljenja je slajenje. Prvi korak je namakanje, kjer žitna 
zrna namakamo v vodi. Drugi korak je kaljenje pri kontroliranih pogojih. Pogoji kaljenja in 
vsebnost vode po namakanju imajo velik vpliv na metabolne procese. Spremembe pogojev 
kaljenja vplivajo na kvaliteto slada. Kaljenje prekinemo s sušenjem zrn z vročim zrakom. Čas 
in temperatura sušenja določata stopnjo encimske aktivnosti v sladu in razvoj barve ter spojin, 
ki dajejo okus. Metabolna aktivnost v embriju pripelje do tvorbe, sproščanja ali razgradnje 
bioaktivnih učinkovin. Naravno prisotne bioaktivne komponente, ki se akumulirajo med 
kaljenjem so predvsem polifenoli, vitamini in minerali. Uživanje tovrstnih funkcionalnih živil 
ima lahko za potrošnika pozitivne zdravstvene učinke (Hübner in Arendt, 2013). 
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1.1 NAMEN NALOGE 
 
Namen naloge je ugotoviti, kako različna priprava slada, torej različen čas kaljenja (24, 48, 72 
in 96 ur po začetku namakanja) in različna temperatura sušenja (60 °C in 100 °C), vplivata na 
vsebnost skupnih fenolnih spojin ter določiti, kateri način je z vidika antioksidantov najbolj 
priporočljiv. 
 
Nadalje želimo ugotoviti, ali so razlike v vsebnosti fenolnih spojin, če uporabimo dve različno 
polarni ekstrakcijski topili (metanol in etanol). 
 




− daljši čas kaljenja pozitivno vpliva na vsebnost fenolnih snovi, 
 
− temperatura sušenja in pogoji ekstrakcije znatno vplivajo na vsebnost skupnih fenolov.  
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Rž (Secale cereale L.) je krušno žito, ki spada v družino trav (Gramineae). Izvirala naj bi iz 
južno-zahodne Azije, najverjetneje z območja današnje Turčije, Iraka in Irana. Od tam se je 
razširila po svetu. V primerjavi z ostalimi žiti je bolj odporna na bolezni in škodljivce. Ni 
zahtevna, raste namreč tudi na revnih in suhih tleh in je odporna na mraz. Največje 
pridelovalke rži so Rusija, Poljska, Nemčija, Belorusija in Ukrajina (Kamal-Eldin in sod., 
2008; Lindhauer in Dreisoerner, 2003). 
 
Rž je bogat vir prehranske vlaknine (Picolli da Silva in de Lourdes Santorio Ciocca, 2005) in 
raznih bioaktivnih komponent (lignanov, fenolnih kislin, fitosterolov, mineralov, tokoferolov 
in tokotrienolov), ki so koncentrirane v kalčku in zunanjih plasteh žitnega zrna (Glitsø in 
Bach Knudsen, 1999; Liukkonen in sod., 2003; Michalska in sod., 2007). Prehranska vlaknina 
in bioaktivne komponente so tisti del zrna, ki naj bi ugodno vplivale na naše zdravje (Fardet, 
2010). 
 
Rž se uporablja v človeški prehrani, za živalsko krmo in pri proizvodnji alkohola. V baltskih 
in skandinavskih državah ter v Rusiji, Nemčiji in na Poljskem ima rž poleg pšenice 
tradicionalno vlogo. Uporablja se kot osnovna surovina pri peki kruha in za predelavo v druge 
izdelke, kot so na primer kosmiči. Vsebnost prehranske vlaknine v rženem kruhu je približno 
trikrat večja kot v belem pšeničnem kruhu (Lindhauer in Dreisoerner, 2003). 
 
Alevronska plast rženega zrna je bogata s proteini, minerali in vitamini, še posebej z vitamini 
B. Lipidi so koncentrirani v kalčku, v središčnem delu endosperma pa je predvsem škrob. 
Med minerali prevladujejo kalij, magnezij, cink, mangan in fluor (Lindhauer in Dreisoerner, 
2003). 
 
2.2 PROCES PROIZVODNJE SLADA  
 
Proizvodnja slada je kontroliran proces kaljenja žit. Skladiščenje žitnih zrn nam omogoča 
ohranjanje optimalnih fizioloških lastnosti žita. Zrnom pred zaslajevanjem očistimo površino 
in tako odstranimo razne primesi, ki bi poslabšale kakovost končnega izdelka. Nato jih 
razvrstimo za izboljšanje in ohranjanje njihovih fizioloških lastnosti. Sledijo namakanje, 
kaljenje in sušenje zrn. Ohlajenim zrnom pred uporabo v pivovarstvu odstranimo kalčke in 




Namen namakanja zrn je postopoma povečati vsebnost vode v zrnju z 12 % na 40 % in s 
pomočjo vode odstraniti zaviralce rasti. Procesi znotraj zrna začnejo potekati, ko vsebnost 
vode doseže 30 %. 38 % vode je potrebno za aktivno in enakomerno kaljenje, 44–48 % pa za 
razgradnjo endosperma, pri čemer so za različna žita možna tudi manjša odstopanja (Kreisz, 
2009). Vplivi na učinkovitost namakanja so temperatura vode, čas namakanja, trdota vode, 
oblika in kvaliteta zrna ter prisotnost kisika v kemijskih procesih. Čas namakanja skrajšamo s 
povišanjem temperature, vendar pa se hkrati poveča možnost za rast mikroorganizmov. V 
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prvih urah namakanja je sprejemanje vode hitro. Zrno začne intenzivneje dihati, porablja se 
kisik, nastaja pa ogljikov dioksid. Metabolizem zaradi hitre porabe kisika preide iz aerobnega 




Kaljenje je najpomembnejši korak v procesu proizvodnje slada. Med kaljenjem namreč pride 
do biokemijskih reakcij, kot so sinteza in aktivacija encimov, razgradnja škroba in proteinov, 
razgradnja celičnih sten in rast kalčka. Faza se začne med namakanjem zrn v vodi in konča, 




Slika 1: Ržena zrna po večdnevnem kaljenju 
 
Namen kaljenja je sinteza optimalne količine hidrolitičnih encimov, hidroliza celičnih sten, 
hidroliza rezervnih snovi in proizvodnja slada (Kreisz, 2009). Med tem procesom se prve 
spremembe dogajajo v kalčku. Povišana vsebnost vode, ki smo jo zagotovili z namakanjem, 
povzroči intenzivnejše dihanje in rast kalčka. Pri tem pride do porabljanja ogljikovih hidratov, 
beljakovin, lipidov in mineralov. V kalčku se sintetizira fitohormon giberelin, ki potuje v 
alevronsko plast. Alevronska plast je ovojnica, ki ščiti in obdaja endosperm. V njej poteka 
sinteza hidrolitičnih encimov, ki so zadolženi za razgradnjo snovi v endospermu. Razgrajene 
snovi kalček porabi za rast (Kreisz, 2009; McKay in sod., 2011). Pri kaljenju imajo največjo 
vlogo encimi in njihovo delovanje. Najpomembnejši za razgradnjo so citolitični, proteolitični 
in amilolitični encimi. Ostali encimi, ki prav tako sodelujejo med procesom kaljenja, so 
fosfataze, lipaze in oksidoreduktaze (McKay in sod., 2011).  
 
Biološka aktivacija zrna ali kaljenje je biološka tehnika in tradicionalna metoda, ki se 
uporablja za izboljšanje prehranskih, funkcionalnih in senzoričnih lastnosti zrna, hkrati pa se 
zviša tudi vsebnost mikrohranil. Za izboljšanje prehranske vrednosti je potrebno večdnevno 
kaljenje. Minimalni okoljski pogoji, ki jih zrno potrebuje za biološko aktivacijo, so optimalna 
vlažnost, razpoložljivost kisika za aerobno dihanje ter primerna temperaturo in čas za različne 
metabolne procese. Biološka aktivacija povzroči znatno izboljšanje prehranske vrednosti, saj 
se zviša biorazpoložljivost prehranskih spojin, vitaminov in ostalih biološko razpoložljivih 
snovi zaradi delne hidrolize škroba, beljakovin, hemiceluloze in celuloze. Biološka aktivacija 
sproži encimsko aktivnost v zrnu. Zviša se vsebnost hidroliziranih spojin, ob enem pa se 
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izboljšajo tudi funkcionalne lastnosti brez uporabe kemijskih modifikacij (Singh in Sharma, 
2017). 
 
Biološko aktivacijo se lahko uporablja kot alternativo genskemu inženiringu za izboljševanje 
prehranske vrednosti (aminokisline, vitamini in minerali), funkcionalnih (temperatura in 
entalpija, topnost, zaklejitev škroba, nabrekanje, raztapljanje) in kemijskih (pH, skupni škrob, 
amiloza) lastnosti. Posledično imajo živila, ki so pripravljena iz biološko aktiviranih zrn, 
pogosto modificirane funkcionalne lastnosti. Modifikacije v beljakovinski strukturi žit med 
kaljenjem so odgovorne za funkcionalne spremembe, kot so sposobnost penjenja, topnost 
dušika, sposobnost tvorbe emulzije in kapaciteta vodne absorbcije (Singh in Sharma, 2017). 
 
Vloga kaljenih zrn pri funkcionalnih živilih je lahko tudi ta, da so fermentirajoči substrati za 
rast probiotičnih mikroorganizmov, predvsem Lactobacillus in Bifidobacterium. Delujejo 
lahko tudi kot prebiotiki. Uporablja se jih lahko kot materiale za kapsuliranje probiotikov, 
namen pa je izboljševanje stabilnosti probiotikov (Charalampopoulos in sod., 2002). 
 
Kaljeno oz. biološko aktivirano zrnje, ki je dodano običajnim živilom, lahko pozitivno 
učinkuje na naše zdravje. Človeški metabolizem postane intenzivnejši, poveča se imunska 
odpornost, uravna se pomanjkanje vitaminov in mineralov kot tudi kislinsko-bazično 
ravnotežje telesa. Uporaba takšnega zrnja kot aditiva zviša vsebnost vitaminov ter izboljša 




Namen sušenja je prekiniti procese, ki so potekali med kaljenjem, znižati povišano vsebnost 




Slika 2: Ržen slad po homogenizaciji (zgoraj vzorčen 24 ur po začetku namakanja, levo sušen pri 60 °C, desno 
pri 100 °C; spodaj vzorčen 96 ur po začetku namakanja, levo sušen pri 60 °C, desno pri 100 °C) 
 
Maillardova reakcija je neencimska reakcija porjavenja. Poteče med karbonilno skupino 
reducirajočega sladkorja in amino skupino aminokisline pri povišani temperaturi. Slika 2 
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prikazuje ržen slad po sušenju. Za uživanje spojin, ki se tvorijo med Maillardovo reakcijo, so 
značilni številni učinki na zdravje, vključno z znižano resorpcijo nehranljivih spojin, kot so 
heterociklični amini, uravnavanje encimskih sistemov ter antimutageni in antioksidativni 
učinek. Negativni učinki so znižana biorazpoložljivost hranil (predvsem aminokislin) ter 
nekateri toksični in mutageni učinki. V žitih in žitnih izdelkih prevladujejo antimutageni 
učinki (Hübner in Arendt, 2013).  
 
2.3 FENOLNE SPOJINE V RŽI 
 
Fenolne spojine lahko razdelimo na fenolne kisline, flavonoide, izoflavonoide, lignane, 
stilbene in kompleksne fenolne polimere (Dewick, 2001). Fenolne spojine v rži (fenolne 
kisline, alkilresorcinoli in lignani) so koncentrirane v zunanjih plasteh zrna (Glitsø in Bach 
Knudsen, 1999; Liukkonen in sod., 2003; Michalska in sod., 2007). 
 
Fenolne kisline so glavne fenolne spojine v rži (103–300 mg/100 g zrnja), od tega je največ 
ferulne kisline. Lignani v rži so prisotni v koncentraciji 2 mg/100 g zrnja. Črevesna 
mikroflora pretvori lignane v enterodiol in enterolakton, kar je bilo prikazano s študijo na 
ljudeh. Alkilresorcinoli (36–320 mg/100g zrnja), ki so vključeni v membrane eritrocitov pri 
ljudeh, so zanimivi, ker bi jih potencialno lahko uporabljali kot biomarkerje pri spremljanju 
dnevnega vnosa rži in pšenice (Bondia-Pons in sod., 2009). 
 
Fenolne kisline so derivati benzojske in cimetne kisline. Hidroksicimetne kisline (ferulna, 
sinapinska in para-kumarna kislina) so v rži in drugih žitih dobro zastopane, medtem ko je 
koncentracija hidroksibenzojskih kislin (vanilinske, siringinske in para-hidroksibenzojske 
kisline) precej nizka (Gallardo in sod., 2006). Najvišja vsebnost fenolnih kislin je v otrobih, 
nekaj pa jih je prisotnih tudi v endospermu in embriju. Večina fenolnih kislin se nahaja v 
vezani obliki, samo 1–5 % jih je v prosti obliki (Adom in Liu, 2002). Največ je ferulne kisline 
(85–90 %), sledita ji sinapinska kislina (9–10 %) in para-kumarna kislina (3–5 %).  
 
2.4 ANTIOKSIDATIVNI POTENCIAL 
 
Morebitni blagodejni učinki fenolnih spojin na zdravje so povezani z njihovo antioksidativno 
aktivnostjo. Ta je v realnih živilih in bioloških sistemih kompleksnejša, saj lahko postanejo 
učinkoviti številni mehanizmi delovanja hkrati, upoštevati pa moramo tudi sinergizem in 
antagonizem med antioksidanti. Nasprotno, lahko nekatere spojine izkazujejo antioksidativne 
lastnosti in vitro, ne pa tudi in vivo (Hübner in Arendt, 2013). 
  
Za fenole so značilni različni mehanizmi delovanja. Lahko delujejo kot lovilci prostih 
radikalov tako, da upočasnijo ali zavirajo iniciacijo (prva stopnja lipidne avtooksidacije) ali 
pa zmotijo propagacijo (druga stopnja lipidne avtooksidacije). Rezultat je zmanjšanje tvorbe 
nezaželenih produktov aldehidov in ketonov, ki nastanejo med oksidacijo in povzročajo 
žarkost, neprijeten vonj ter okus. Delujejo pa lahko tudi kot reducenti in kelatorji kovin 
(Alamed in sod., 2009; Naczk in Shahidi, 2004). 
 
Za fenolne spojine so značilne močne antioksidativne lastnosti (Dykes in Rooney, 2007). 
Antioksidativna aktivnost fenolnih kislin je odvisna od števila in položaja hidroksilnih skupin 
v molekuli (Rice-Evans in sod., 1996). 
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2.5 VPLIV KALJENJA NA VSEBNOST BIOAKTIVNIH SPOJIN 
 
Kaljenje lahko sproži kopičenje raznih bioaktivnih spojin v kaljenem zrnu in kalčkih. Te 
spojine so vitamini, γ-aminomaslena kislina in polifenoli. Lahko se sintetizirajo de novo ali pa 
nastanejo s pretvorbo v procesu kaljenja (Gan in sod., 2017). 
 
Vitamini so skupina organskih spojin, ki imajo pomembno vlogo v človeškem zdravju. 
Delimo jih na vodotopne (vitamina B in C) in topne v maščobi (vitamini A, D, E in K). 
Kaljenje znatno zviša vsebnost nekaterih vitaminov, predvsem vitamina C v užitnih semenih. 
Kaljena užitna semena in kalčki, ki so bogati z vitamini, so lahko odličen naravni vir 
vitaminov v človeški prehrani (Gan in sod., 2017).  
 
γ-aminomaslena kislina je nebeljakovinska aminokislina. Pri sesalcih ima pomembno funkcijo 
v živčnem sistemu. Kaljenje lahko sproži kopičenje γ-aminomaslene kisline v užitnih semenih 
(Gan in sod., 2017). 
 
Polifenoli so skupina majhnih molekul, za katere je značilna struktura z vsaj eno fenolno 
enoto. Prispevajo k tvorbi celične stene. Obstajajo v topni in vezani obliki. Kaljenje lahko 
spremeni vsebnost skupnih fenolov v kaljenih užitnih semenih in kalčkih. Večina študij 
zaključuje, da kaljenje lahko postopno kopiči topne fenole v kaljenem zrnu v primerjavi z 
nekaljenim zrnom. Večanje vsebnosti topnih fenolov med kaljenjem lahko pripišemo sintezi 
de novo in transformaciji. Glukoza je prekurzor za sintezo fenolnih spojin. Nekatere študije 
poročajo o znižanju vsebnosti topnih fenolov v kaljenih užitnih semenih in kalčkih, kar je 
delno lahko povezano z rezultati, izraženimi na suho snov (SS) ali svežo snov (FW) ob 
upoštevanju, da se vsebnost vode med kaljenjem postopoma viša (Gan in sod., 2017). 
 
Žitna zrna imajo visoko vsebnost vezanih fenolov. Številne študije poročajo, da se je vsebnost 
fenolnih spojin po kaljenju najprej znižala, šele nato pa zvišala. V začetnih fazah kaljenja se 
razgrajujejo ogljikovi hidrati in beljakovine. Na ta račun se poveča število enostavnih 
sladkorjev in prostih aminokislin, sprostijo pa se fenoli v vezani obliki, ki so pritrjeni na 
celično steno. S podaljševanjem kaljenja se celice celične stene množijo in sintetizirani topni 
fenoli se vežejo v celično steno, kjer predstavljajo nove vezane fenole. Nekatera kaljena 
užitna semena  in kalčki (30–253 mg GAE/100 g FW) imajo primerljivo vsebnost skupnih 
fenolnih spojin s sadjem (11,9–586 mg GAE/100 g FW) in zelenjavo (114–311 mg GAE/100 
g FW). Iz tega podatka lahko zaključimo, da so kaljena užitna zrna in kalčki alternativna 
možnost sadju in zelenjavi za zagotavljanje vnosa fenolnih spojin v naše telo (Gan in sod., 
2017). 
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3.1.1 Posušena kaljena zrna – slad 
 
Diplomsko delo je bilo del širše raziskave. Vsaka študentka je opravila svoj del. Sama 
priprava vzorca je bilo delo druge študentke: 200 g rženih zrn je 8 ur namakala v vodi s 
temperaturo 20 °C, čemur je sledilo 16-urno počivanje zrn na zraku, voda pa je medtem iz 
zunanjih plasti prodirala v notranjost zrna. Naslednje jutro je zrnje zopet namočila za 8 ur, 
dokler se ni vsebnost vode približala 45 %. Odcejena zrna je razporedila v tanki plasti na 
velike kovinske pladnje s perforiranim dnom, te pa postavila v kalilno komoro z visoko 
relativno vlažnostjo in s temperaturo 20 °C. Za nadaljnje analize smo nato uporabili ržena 
zrna, ki so bila vzorčena 24, 48, 72 in 96 ur po začetku eksperimenta ter sušena bodisi 16 ur 
pri 60 °C bodisi 8 ur pri 100 °C. 
 
Proces kaljenja se je pričel, ko smo zrna še namakali v vodi, tako, da je meja med obema 
procesoma zelo težko določljiva, zato smo vzorce poimenovali po času vzorčenja od začetka 
eksperimenta. 
 
3.1.2 Reagenti in pribor 
 
Za analize smo uporabili naslednje reagente: 
− etanol (96 %, Merck, Nemčija) 
− metanol (analitska čistost, Merck, Nemčija) 
− natrijev karbonat (Na2CO3) (analitska čistost, Sigma, Nemčija) 
− reagent Folin-Ciocalteu (Merck, Nemčija) 
− tekoči dušik  
− trans-ferulna kislina (99 %, Sigma, Nemčija) 
 
Za pripravo raztopin smo uporabili bidestilirano vodo. 
 
Uporabili smo naslednje aparature in pribor: 
− avtomatske pipete (Eppendorf, Nemčija) 
− centrifuga (Beckman Coulter, Avanti JXN-26, Združene države Amerike) 
− centrifuga (Eppendorf, 5415D, Nemčija) 
− kovinski mlin za semena (IKA, A11 basic, Nemčija) 
− magnetno mešalo (Metrohm, 665 Dosimat, Švica) 
− spektrofotometer (Cecil, CE 2021, Anglija)  
− stresalnik (Tehtnica Železniki, EV-403, Slovenija) 
− sušilna omara (Termoproc, Slovenija) 
− tehtnica (Mettler Toledo, ABS04-S, Švica) 
− vrtinčnik 
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3.2.1 Priprava vzorca 
 
Posušeno kaljeno rž oz. slad smo zamrznili v tekočem dušiku. S tem smo inaktivirali 
biokemijske procese, preprečili smo namreč oksidacijo in delovanje encimov. Slad smo 




V 50 mL konično centrifugirko (v nadaljevanju falkonko) smo čim bolj natančno zatehtali 1 g 
zmletega rženega slada. Dodali smo 9 mL topila (metanola oz. etanola) ter falkonko za 2 uri 
postavili na stresalnik (200 vrtljajev/min). Falkonke smo ovili z alu folijo, saj so fenolne 
spojine občutljive na svetlobo. Slika 3 prikazuje metanolne in etanolne ekstrakte. 
 
 
Slika 3: Metanolni in etanolni ekstrakti (slad vzorčen 96 ur po začetku eksperimenta, skrajno levo sušen pri 




Dobljeni ekstrakt v 50 mL falkonkah smo centrifugirali v centrifugi (Beckman Coulter) 
10 min pri 8000 rpm. Supernatant smo prelili v 15 mL falkonke ter tako onemogočili 
nadaljnjo ekstracijo spojin iz sedimenta. Supernatant smo prenesli v mikrocentrifugirke in ga 
ponovno centrifugirali še v zmogljivejši centrifugi (Eppendorf) 3 min pri 13200 rpm. 
Supernatant po drugi ekstrakciji je predstavljal vzorec za naše nadaljnje analize. 
 
3.2.4 Umeritvena krivulja 
 
Raztopino ferulne kisline (FK) smo pripravili tako, da smo zatehtali 3,9 mg FK v 10 mL 
bučko in dopolnili z metanolom do oznake ter premešali. Koncentracija izhodne raztopine je 
bila 2,0 mM. V epice smo odpipetirali različne volumne izhodne raztopine FK in različne 
volumne metanola (preglednica 1) ter postopali po Folin-Ciocalteujevi metodi. Vsak vzorec 
smo analizirali v 2 paralelkah. 
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Preglednica 1: Volumen metanola (V(metanol)), volumen izhodne raztopine ferulne kisline (V(FK)), masna 








90 10 1,9 0,143 0,152 
80 20 3,9 0,349 0,343 
70 30 5,8 0,489 0,490 
60 40 7,8 0,644 0,664 
50 50 9,7 0,819 0,798 
40 60 11,6 0,952 0,941 
30 70 13,6 1,100 1,094 
 
Iz povprečne vrednosti izmerjenih absorbanc in izračunane masne koncentracije FK smo 
narisali umeritveno krivuljo, ki je prikazana na sliki 4. Smerni koeficient k smo določili z 
linearno regresijsko analizo (0,0822 L/mg). 
 
 
Slika 4: Umeritvena krivulja za metanolni ekstrakt 
 
Za etanolne ekstrakte smo pripravili drugo umeritveno krivuljo, kjer smo FK raztopili v 
etanolu in v nadaljevanju postopali tako kot zgoraj, razlika je le v tem, da smo namesto 
metanola uporabili etanol (preglednica 2).  
 
Preglednica 2: Volumen  etanola (V(etanol)), volumen izhodne raztopine ferulne kisline (V(FK)), masna 








90 10 1,9 0,190 0,189 
80 20 3,9 0,378 0,362 
70 30 5,8 0,502 0,539 
60 40 7,8 0,696 0,691 
50 50 9,7 0,874 0,841 
40 60 11,6 0,951 0,990 
30 70 13,6 1,108 1,114 
 
Iz povprečne vrednosti izmerjenih absorbanc in izračunane masne koncentracije smo narisali 
umeritveno krivuljo, ki je prikazana na sliki 5. Smerni koeficient smo določili z linearno 
regresijsko analizo (0,0852 L/mg). 
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Slika 5: Umeritvena krivulja za etanolni ekstrakt 
 
3.2.5 Določanje skupnih fenolnih spojin v rženem sladu 
 
Določanje skupnih fenolnih spojin smo izvedli s Folin-Ciocalteu metodo. Postopek dela je 
povzet po metodi, ki jo je opisal Gutfinger (1981).  
 
V epico z volumnom 2 mL smo odpipetirali 0,1 mL vzorca, 1,3 mL bidestilirane vode in 
0,3 mL raztopine reagenta Folin-Ciocalteu, ki smo jo pripravili tako, da smo reagent Folin-
Ciocalteu zmešali z bidestilirano vodo v razmerju 1:2 (v/v). Nato smo vsebino epice 
premešali na vrtinčniku in po 5 min dodali še 0,3 mL 20 % raztopine Na2CO3 (w/v) ter 
ponovno premešali. 20 % raztopino Na2CO3 (w/v) smo pripravili tako, da smo v 25 mL čašo 
zatehtali 5 g Na2CO3 in dopolnili z bidestilirano vodo do oznake 20 mL.  Mešali smo na 
magnetnem mešalu, dokler se Na2CO3 ni popolnoma raztopil. Raztopino smo iz čaše 
kvantitativno prenesli v 25 mL bučko in z destilirano vodo dopolnili do oznake. Skupni 
volumen reakcijske mešanice v epici je tako znašal 2 mL. Po 1 uri smo s pomočjo 
spektrofotometra izmerili absorbanco pri valovni dolžini 765 nm (A765) proti slepemu vzorcu. 
Slepi vzorec smo pripravili po istem postopku, le da smo namesto vzorca (raztopine ekstrakta) 
dodali 0,1 mL metanola (za metanolne ekstrakte) oz. etanola (za etanolne ekstrakte). 
 
Masno koncentracijo skupnih fenolnih spojin v reakcijski mešanici (γRM) smo izračunali s 
pomočjo smernega koeficienta umeritvene krivulje (k) in absorbance vzorca pri valovni 
dolžini 765 nm (A765): 
 
γRM = A765/k                                                                                                                           ... (1) 
 
Maso fenolnih spojin v reakcijski mešanici (mRM) smo določili iz zveze med masno 
koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski mešanici (γRM) in volumnom reakcijske mešanice 
(VRM): 
 
mRM = γRM × VRM                                                                                                                 … (2)                          
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Masno koncentracijo fenolnih spojin v izhodni raztopini ekstrakta (γizh) smo določili iz mase 
fenolnih spojin v reakcijski mešanici (mRM) ob upoštevanju volumna razredčenega ekstrakta, 
uporabljenega v analizi (Vpip) in faktorja razredčitve (R): 
 
γizh = mRM / Vpip × R                                                                                                              … (3) 
 
Vsebnost skupnih fenolnih spojin v analiziranem vzorcu (mizh) smo izračunali iz masne 
koncentracije fenolnih spojin v izhodni raztopini (γizh) in volumna celotnega ekstrakta (Vizh) 
po formuli: 
 
mizh = γizh × Vizh                                                                                                                                                                               ... (4) 
 
Maso ferulne kisline  na gram sveže snovi (mg FK/g FW) smo izračunali po naslednji zvezi: 
 
mg FK/g FW = mizh / mvzorca                                                                                                                                                … (5) 
 
kjer mvzorca nanaša na zatehto vzorca. 
 
Da smo dobili maso ferulne kisline na gram suhe snovi, smo morali v analiziranem sladu 
določiti odstotek suhe snovi. To smo storili tako, da smo od 100 % odšteli razliko mase 
rženega slada pred in po 5 urah sušenja (določanje deleža vode v sladu je bilo delo druge 
študentke). V preglednici 4 so zbrani odstotki suhe snovi.  
 
3.2.6 Statistična analiza 
 
Poskus kaljenja in sušenja je potekal v 2 ponovitvah, vsako ponovitev poskusa pa smo 
vzorčili v 2 paralelkah. Analizo vsebnosti skupnih fenolnih spojin smo izvedli v 2 paralelkah 
za vsak vzorec. Rezultati so podani kot povprečje dveh ponovitev ± standardni odklon. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
Iz rženega slada smo pripravili ekstrakte, katerim smo določili vsebnost fenolnih spojin s 
pomočjo Folin-Ciocalteu metode. Ta metoda je preprosta, uporabna, občutljiva in natančna . 
Princip Folin-Ciocalteu metode je spektrofotometrično določanje z merjenjem absorbance pri 
valovni dolžini 765 nm (A765) (Gutfinger, 1981). 
 
Absorbanca je premosorazmerna masni koncentraciji fenolov. Masno koncentracijo v 
ekstraktih smo določili s pomočjo umeritvenih krivulj, ki sta prikazani na sliki 4 in 5. V 
preglednici 3 so zapisane vsebnosti fenolnih spojin v rženem sladu, ki smo jih izrazili kot 
maso FK v 1 g svežega rženega slada (mg FK/g FW). 
 




fenolnih spojin  
(mg FK/g FW) 
M0 0,84 ± 0,07 
M24/60 0,78 ± 0,07 
M24/100 0,84 ± 0,05 
M48/60 1,00 ± 0,06 
M48/100 1,77 ± 0,03 
M72/60 1,89 ± 0,07 
M72/100 7,67 ± 0,28 
M96/60 13,84 ± 0,47 
M96/100 26,24 ± 0,61 
E0 0,77 ± 0,04 
E24/60 0,76 ± 0,03 
E24/100 0,75 ± 0,01 
E48/60 1,00 ± 0,04 
E48/100 1,29 ± 0,05 
E72/60 1,29 ± 0,08 
E72/100 1,99 ± 0,05 
E96/60 3,79 ± 0,26 
E96/100 4,79 ± 0,15 
*Razlaga oznak vzorcev: 
M – metanolni ekstrakt 
E – etanolni ekstrakt 
0, 24, 48, 72, 96 – čas biološke aktivacije po začetku eksperimenta (h) 
60, 100 – temperatura sušenja (°C) 
 
Iz rezultatov v preglednici 3 lahko odčitamo, da bi se ob zaužitju enake količine surove rži 
(kontrola, čas 0) in kaljene rži prehranska vrednost zaužitega živila znatno razlikovala. Že po 
3 dneh je bila vsebnost fenolnih spojin v metanolnem ekstraktu (M72/100) približno 9-krat 
večja kot v nekaljenih zrnih. Po 4 dneh pa je bila vsebnost v vzorcih sušenih na 100 °C 
(M96/100) kar 31-krat večja. V etanolnih ekstraktih so bile vsebnosti fenolov nižje kot v 
metanolnih. Po 3 dneh je bila vsebnost pod enakimi pogoji (E72/100) približno 2,6-krat večja 
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kot pred namakanjem, kar je v primerjavi z metanolnim ekstraktom, pripravljenim pod istimi 
pogoji 3,5-krat manj. Vsebnost v etanolnem ekstraktu (E96/100) se po 4 dneh še bolj razlikuje 
od metanolnega ekstrakta, pripravljenega pod istimi pogoji, saj je 5-krat manjša. Ne glede na 
to, lahko trdimo, da z dodatkom 100 g kaljenih zrn bistveno izboljšamo prehransko vrednost 
živila, ki so mu takšna zrna bila dodana. 
 
Zaradi realnejše primerjave vzorcev, smo rezultate vsebnosti fenolnih spojin preračunali še na 
suho snov. 
 
V preglednici 4 so zbrani odstotki suhe snovi v rženem sladu. 
 
Preglednica 4: Odstotki suhe snovi v rženem sladu 
Oznaka vzorca* % suhe snovi 
0 87,0 ± 0,3 
24/60 94,7 ± 0,8 
24/100 97,0 ± 0,1 
48/60 94,0 ± 0,3 
48/100 97,2 ± 0,1 
72/60 90,7 ± 1,1 
72/100 96,5 ± 0,2 
96/60 91,2 ± 0,6 
96/100 95,8 ± 0,9 
*Razlaga oznak vzorcev: čas biološke aktivacije v urah/temperatura sušenja v °C 
 
Na sliki 6 so grafično prikazane vsebnosti fenolnih spojin v suhi snovi rženega slada, ki smo 
jih pridobili z ekstrakcijo z metanolom. 
 
 
Slika 6: Vsebnost skupnih fenolnih spojin, pridobljenih z ekstrakcijo z metanolom v suhi snovi rženega slada, 
vzorčenega 0, 24, 48, 72 in 96 ur po biološki aktivaciji zrn in sušenega pri 60 oz. 100 °C 
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Na sliki 7 so grafično prikazane vsebnosti fenolnih spojin v suhi snovi rženega slada, ki smo 
jih pridobili z ekstrakcijo z etanolom. 
 
 
Slika 7: Vsebnost skupnih fenolnih spojin, pridobljenih z ekstrakcijo z etanolom v suhi snovi rženega slada, 
vzorčenega 0, 24, 48, 72 in 96 ur po biološki aktivaciji zrn in sušenega pri 60 oz. 100 °C 
 
Vsebnost skupnih fenolnih spojin v rženem sladu se je po 24 urah malenkost znižala. Kasneje 
je vsebnost začela naraščati in je naraščala vse do konca eksperimenta. 
 
Iz slik 6 in 7 je razvidno, da je vsebnost fenolov v rženem sladu močno odvisna od priprave 
slada. Iz rezultatov razberemo, da vsebnost fenolov v rženem sladu narašča s časom vzorčenja 
po namakanju. Med kaljenjem se namreč proizvajajo drugačni encimi, ki prispevajo k 
spremembi sestave zrna. Fenoli v vezani obliki se sprostijo, posledica pa je večja ekstrakcija 
fenolnih spojin kot v nekaljenem zrnju (Karki in Kharel, 2012). Tudi Maillard in Berset 
(1995) poročata, da je zvišanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin med slajenjem rezultat 
encimskega sproščanja vezanih fenolov med kaljenjem. Največji preskok opazimo med 72 in 
96 urami.  
 
Heiniö in sod. (2008) poročajo, da je vsebnost skupnih fenolnih spojin v rži višja kot v ostalih 
žitih in da znaša 65,3 mg/100 g. Vsebnosti alkilresorcinolov in lignanov so znatno višje v 
primerjavi z vsebnostmi v pšenici, ječmenu in ovsu. FK je najpogostejša fenolna kislina v rži. 
Visoka vsebnost fenolov je eden izmed razlogov grenkega okusa rži. V preglednem članku 
Singha in Sharme (2017) so zbrane vsebnosti skupnih fenolnih spojin v različnih žitih. 
Vsebnost fenolov v rži 6 dni po biološki aktivaciji pri temperaturi 18 °C je znašala 450 
mg/100 g. 
 
Literaturni viri navajajo, da se koncentracije skupnih fenolnih kislin v polnozrnati rži gibljejo 
od 65 do 300 mg/100g. Bondia-Pons in sod. (2009) pravijo, da so morebitni razlogi za razlike 
v koncentraciji skupnih fenolnih kislin v različnih študijah raznolikost sort in kultivarjev rži 
ter sezonska odstopanja. 
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Pomemben faktor pri pripravi slada pa je tudi temperatura sušenja. Pri metanolnem ekstraktu 
opazimo, da je izplen pri času 96 ur in temperaturi sušenja 60 °C približno 16-krat, pri 100 °C 
pa skoraj 30-krat večji kot pri nekaljenih zrnih. Pri etanolnem ekstraktu je ta številka nižja, in 
sicer pri 60 °C se poveča 4,7-krat, pri 100 °C pa 5,6-krat. Do razlik med 60 in 100 °C pride, 
ker pri 60 °C še ne poteče Maillardova reakcija. Pri 100 °C nastajajo produkti Maillardove 
reakcije, ki delujejo kot antioksidanti in s spektrofotometričnim merjenjem zaznamo tudi te.  
 
Kot lahko vidimo na sliki 2, je pri dolgotrajnejšem kaljenju nastalo bistveno več produktov  
Maillardove reakcije kot v prvih dneh poskusa. Zaradi delovanja hidrolitičnih encimov je bilo 
na voljo več reducirajočih sladkorjev in aminokislin. Zato ne preseneča, da so vzorci ob 
koncu poskusa (vzorčeni po 96 urah) vsebovali precej več antioksidantov kot prvi dan po 
namakanju, čeprav smo zrna v obeh primerih sušili pri 100 °C.   
 
Najbolj raziskano žito za ugotavljanje vpliva slajenja žita na antioksidante in fenolne spojine 
je ječmen zaradi njegove široke uporabe v pivovarski industriji. Vsebnost fenolnih spojin in 
antioksidativna aktivnost sta odvisni od sorte in leta žetve. Pregledni članek navaja različne 
rezultate (Hübner in Arendt, 2013). V nekaterih študijah so določili višjo vsebnost fenolov v 
slajenem ječmenu kot v neslajenem. V drugih študijah so izmerili nižjo vsebnost fenolnih 
spojin v sladu kot v neslajenem ječmenu. Poročali so tudi o znižanju vsebnosti mnogih 
fenolnih kislin v zgodnjih fazah slajenja (med namakanjem in na začetku kaljenja). V 
kasnejših fazah kaljenja in na začetku sušenja so opazili višanje vsebnosti fenolov in 
izboljšano antioksidativno aktivnost. V nekaterih meritvah antioksidantov so zaznali tako 
nižanje kot višanje vsebnosti fenolnih spojin. Neskladnost so pojasnili z razpadom fenolnih 
kislin in tvorbo produktov Maillardove reakcije.  
 
Med procesom slajenja se produkti Maillardove reakcije tvorijo med sušenjem slada. 
Kasnejša predelava samega slada in njegovih ekstraktov lahko privede do tvorbe novih 
Maillardovih produktov. Pregledni članek prav tako navaja, da imajo produkti Maillardove 
reakcije povečano vlogo pri antioksidativnih lastnostih praženega slada (Hübner in Arendt, 
2013). Zaradi povišane temperature so namreč opazili razpad fenolov med procesom praženja.  
 
Med vrednostmi, ki smo jih poiskali v različni literaturi in našimi dobljenimi rezultati prihaja 
do odstopanj. Razlike prav tako opazimo med posameznimi literaturnimi viri, kar lahko 
pripišemo večim dejavnikom. To so na primer različne sorte analizirane rži, drugačno 
predhodno tretiranje in obdelava analiziranega materiala, različni postopki ekstrakcije in 
različna ekstrakcijska topila, čas same ekstrakcije, različne metode določanja skupnih 
fenolnih spojin ter različen standard pri pripravi umeritvene krivulje, s katerim izrazimo maso 
fenolov (mi smo uporabili ferulno kislino). 
 
Primerjava slik 6 in 7 dokazuje, da je metanol v primerjavi z etanolom primernejše topilo za 
ekstrakcijo fenolnih spojin iz rženega slada. Količina fenolov pri ekstrakciji v metanolu je 
namreč višja od tiste v etanolu, kar kaže na to, da so nastale spojine precej polarne.  Pri 
začetnih časih kaljenja (0 ur, 24 ur/sušenje pri 60 °C, 24 ur/sušenje pri 100 °C in 48 ur/sušenje 
pri 60 °C) so vrednosti za metanolne in etanolne ekstrakte podobne. Razlike nato naraščajo s 
podaljševanjem časa kaljenja. Da je dobit pri metanolnih ekstraktih precej večja kot pri 
etanolnih, lahko prvič opazimo pri sladu, ki smo ga vzorčili po 48 urah od začetka namakanja 
in kaljena semena sušili pri 100 °C. Vrednost je pri tem vzorcu višja za 0,5 mg FK/g SS v prid 
metanolnemu ekstraktu.  
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Pri 72 urah in sušenju pri 100 °C je vsebnost fenolov v metanolnem ekstraktu višja od tiste v 
etanolnem za 3,6-krat. Vsebnost fenolov je najvišja v metanolnem ekstraktu, kjer so bila ržena 
zrna kaljena 96 ur in sušena pri 100 °C. Vsebnost je znašala 27,4 ± 0,1 mg FK/g SS in je bila 
kar 5,5-krat večja v primerjavi z etanolnim ekstraktom. Pričakovali smo, da bo vrednost višja, 
vendar kljub temu nismo pričakovali takšnega skoka v naraščanju pri metanolnem ekstraktu.  
V metanolnem ekstraktu slada je vrednost pri ekstraktih vzorčenih v zadnjem dnevu skoraj 
30-krat večja kot na začetku. V etanolnem ekstraktu pa se je vrednost ob istem času povečala 
le za približno 6-krat. Da bi lahko razložili dobljene rezultate, bi bile potrebne nadaljnje 
analize. 
 
Razlike med metanolnimi in etanolnimi ekstrakti je bilo moč opaziti tudi glede na 
temperaturo sušenja slada. Pri maksimalni vrednosti se vsebnost skupnih fenolov v 
metanolnem ekstraktu pri 60 °C v primerjavi z etanolnim ekstraktom poveča za 265 %, pri 
100 °C pa kar za 447 %. Zaključimo lahko, da ima temperatura sušenja pri metanolnih 
ekstraktih znatno večji vpliv na izplen ekstrakcije (vsebnost skupnih fenolov) kot pri 
etanolnih ekstraktih.  
 
Tudi v literaturi smo zasledili, da na ekstrakcijo spojin vpliva polarnost topila. Matthäus 
(2002) ter Srivastava in sod. (2006) poročajo, da uspešnost ekstrakcije pada z zmanjševanjem 
polarnosti topil, s čimer se strinjajo tudi Povilaitis in sod. (2015). Sun in Ho (2005) navajata, 
da je v metanolnih ekstraktih izluženih več skupnih fenolnih spojin kot v etanolnih ekstraktih. 
Tudi Dawidowicz in Olszowy (2013) poročata, da ima ekstrakcijsko topilo velik vpliv na 
reaktivnost antioksidantov, v njuni raziskavi se je prav tako z metanolom ekstrahiralo več 
spojin z antioksidativnim učinkom. 
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5 SKLEPI  
 
 
V rženem sladu smo v okviru diplomskega dela določili vsebnost skupnih fenolnih spojin. 
Hkrati smo določali tudi vpliv topila, časa kaljenja in temperature sušenja kaljenih semen na 
količino ekstrahiranih fenolov. Rezultate smo primerjali med sabo.  
 
Na podlagi dobljenih rezultatov smo ugotovili, da : 
 
− različen čas kaljenja različno vpliva na vsebnost fenolov, in sicer pri kaljenju 96 ur je 
vsebnost fenolnih spojin najvišja,  
 
− je vsebnost fenolnih spojin v sladu sušenem pri 100 °C višja kot v sladu sušenem pri 
60 °C, 
 
− je vsebnost fenolnih spojin, ekstrahiranih z metanolom, višja od tistih, ki so 
ekstrahirane z etanolom,  neodvisno od časa kaljenja in časa sušenja, 
 
− so fenolne spojine v sladu sušenem pri 100 °C bolj polarni antioksidanti kot tiste v 
sladu sušenem pri 60 °C. 
 
 
Rezultati raziskovalnega dela so potrdili na začetku postavljene hipoteze. 
Glibota A. Vsebnost skupnih fenolnih spojin v rženem sladu.  






V sklopu diplomskega dela smo proučevali vpliv različne priprave rženega (Secale cereale L.) 
slada na vsebnost skupnih fenolnih spojin. Namakanju zrn je sledilo večdnevno kaljenje pri 
20 °C, kaljena zrna pa smo sušili pri dveh različnih temperaturah, 16 ur pri 60 °C in 8 ur pri 
100 °C. Vzorčenje je potekalo vsakih 24 ur (0, 24, 48, 72 in 96 ur po začetku eksperimenta), 
ko smo iz rženega slada pripravili metanolne in etanolne ekstrakte fenolnih spojin. Celokupno 
koncentracijo fenolnih spojin v ekstraktih smo spektrofotometrično določili s pomočjo Folin-
Ciocalteujeve metode in jo izrazili kot ekvivalent ferulne kisline.  
 
Opazili smo, da čas kaljenja pozitivno vpliva na vsebnost fenolnih spojin. 96 ur po biološki 
aktivaciji zrn je bila vsebnost fenolnih spojin najvišja tako v metanolnem kot v etanolnem 
ekstraktu. 
 
Izkazalo se je, da je vsebnost fenolnih spojin, ekstrahiranih z metanolom, višja od tistih, ki so 
ekstrahirane z etanolom ne glede na čas kaljenja ali temperaturo sušenja.  
 
Ugotovili smo tudi, da je vsebnost fenolnih spojin v sladu sušenem pri 100 °C višja kot v 
sladu sušenem pri 60 °C.  
 
Vsebnost fenolov je bila  najvišja v metanolnem ekstraktu, kjer so bila ržena zrna vzorčena po 
96 urah in sušena pri 100 °C (27,4 ± 0,1 mg FK/g SS). Bila je kar 5,5-krat večja v primerjavi 
z etanolnim ekstraktom, ki smo ga pripravili pri enakih pogojih. 
 
Rezultati naše raziskave so pokazali, da bi se ob zaužitju enake količine surove rži in kaljene 
rži prehranska vrednost zaužitega živila znatno razlikovala. Po 4 dneh biološke aktivacije je 
bila vsebnost fenolov v rži približno 30-krat večja. V etanolnih ekstraktih so bile vsebnosti 
fenolov nižje kot v metanolnih. Trdimo torej lahko, da z dodatkom 100 g kaljenih zrn 
bistveno izboljšamo prehransko vrednost živila, ki so mu takšna zrna bila dodana.  
 
Kaljenje in slajenje žit ni samo način proizvodnje fermentabilnih ekstraktov za pivovarsko in 
alkoholno industrijo, temveč je lahko tudi način za proizvodnjo sestavin, ki so obogatene z 
zdravju ugodnimi učinkovinami. Naši rezultati so potrdili potencial rženega slada za uporabo 
v živilski industriji, potrebne pa bi bile še nadaljnje raziskave. 
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